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Preparation d'antigenes et de vaccins de virus de la 
Mystery Disease, antigenes et vaccins obtenus pour la 
15 prevention de cette inaladie. 

La presente invention a trait a la preparation 
d'antigenes et de vaccins de virus de la Mistery Disease, 
ainsi qu'aux antigenes et axix vaccins obtenus. 

20 La inaladie dite Mystery Disease (M^D.) ou inaladie 

mysterieuse ou encore Porcine Reproductive Respiratory 
Syndrome (P.R.R.S.)/ a commence a etre individual isee, chez 
le pore, en 1986 aux Etats-Unis et en 1990 en Europe.^ Cette 
maladie se traduit essentiellement chez le pore, par des 

25 signes d ' abattement , une anorexie, et une hyperthermie de 
I'ordre de 40*C, que I'on observe classiquement sur les 
truies dans les elevages attaints par la maladie. Ces 
signes sont accompagnes ou suivis de troubles de la 
reproduction (mises bas precoces ou tardives et naissance 

30 de porcelets mort-nes, momifi^s ou chetifs et retours en 
chaleurs des truies). Un syndrome respiratoire peut etre 
observe chez les porcelets avec des lesions de pneumonie 
interstitielle. Des pores plus ages peuvent egalement etre 
atteints de troiibles respiratioires. Toute cette 

35 symptomatologie peut etre accompacrnee de maladies 
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provoqaees par des infections occasionnBll&s Class iquejsieiit 
observees chez le pore. 

Dans G. Wensvoort et al.,. Mystery Swine Disease in the 
Netherlands : the isolation of Lelystad virus. The 
5 Veterinary Quarterly, Vol. 13, N** 3, 19 juillet 1991, on 
decrit 1' isolation d'un agent associe a la maladia dite 
Mystery Disease, qui est caracterise comme un virus, 
designe Lelystad virus, et qui est presente comme 1» agent 
causal de la maladie. Cette decouverte pouvait constituer 
10 \in premier pas pour la recherche d'un vaccin cohtre cette 
maladie. 

Un precede de production industrielle de ce virus ou 
d'antigene de ce virus n'etait pas disponible, la culture 
ne paraissant possible que sur les macrophages alveolaires 
15 du pore . 

Or, les inventeurs ont reussi a isoler et a identifier 
un autre virus, responsable de cette maladie. Ce virus est 
de type Myxovirus, selon 1' analyse realisee au microscope 
electronique, et a comme caracteristique de ne pas etre 

20 neutralise par des serums antigrippe porcine HINX et H3N2. 

Une souche de ce virus identifiee sous la designation 
P129-294 a ete deposee a la Collection Nationale de 
Cultures de Micro-organismes tenue a I'Institut Pasteur 
sous le n" 1-1153. 

25 Dans la demande de brevet fran9ais n' 91 13338 deposee 

le 29 octobre 1991, les inventeurs ont decrit un precede 
d'isolement du virus et son utilisation pour la preparation 
d'antigenes, un precede de production industrielle de ce 
virus, ainsi que les vaccins realises a partir des 

30 antigenes precites contenant xine quantite vaccinante 
efficace d* antigenes, dans des vehicules convenables. 

Or, parallelement a la decouverte et a 1 'utilisation de 
cet autre virus, dont une souche a ete deposee sous la 
designation P129-294, les inventeurs ont isole, a partir du 

35 meme organe de la meme truie provenant d'un elevage de pore 
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d'Allemagne et identifiee sous le n" 294, un virus tout a 
fait different, dont une souche identifiee sous la 
designation P129-294B. lis ont egalement isole une autre 
souche virale a partir d'organes d'un porcelet d'un elevage 
5 d'Allemagne, preleves le 13 fevrier 1991, cette souche 
etant identifiee sous la designation P120-117B. 

Les inventeurs ont pu etablir que les deux virus, a 
savoir le virus de type My xo virus (par exemple P129-294) , 
ci-apres designe virus A, et les virus correspondants aux 

10 souches P129-294B ou P120-117B, ci-apres appele virus B, se 
retrouvent associes dans les prelevements effectues a 
partir de pores malades ou infectes et dans les onemes 
organes, et peuvent etre consideres coiome agents conjoints 
responsables de la maladie dite Mystery Disease. 

15 La presente invention a done pour objet un precede 

d'isolement des virus B et son utilisation pour la 
preparation d'antigenes. 

Un precede isolant un virus B peut comporter le passage 
sur des macrophages de poumon de pore ou peritoneaux. 

20 Dans un mode de mise en oeuvre perfectionne de 

1' invention, I'isolement du virus B peut etre combine a 
I'isolement du virus A dans un meme precede d'isolement. 
Des precedes d'isolement comportent le prelevement 
d' organes d'animaux malades ou infectes, ou de sang, des 

25 passages de surnageantsd' organes broyes ou de constituants 
du sang sur des cellules sensibles heterologues ou 
homologues, telles que notamment des cellules primaires de 
pore, des cellules de lignee porcine ou heterologue, telles 
que les cellules de la lignee Vero, MDCK (en presence de 

30 trypsine) , ST, BHK. 

On prefere effectuer le prelevement a partir de poumon 
d' animal infecte ou encore d'un pool d* organes comprenant, 
par exemple, coeur, rate, foie, rein et tissus lymphoides. 
Les r^coltes virales n'hemagglutinent pas les globules 

35 rouges de poule, sent sensibles au chloroforme, reagissent 
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avec des sertuns convalescents provenant d'elevages infectes 
comiae il a ete demontre par immunofluorescence indirecte. 
La structure en microscopie electronique demontre des 
structures enveloppees d'une grandeur d* environ 50 nm» 
5 L' invention a egalement pour objet un precede de 

production industrielle du virus B et, de preference, 
simultanement du virus A, sur des cellules sensibles 
heterologues ou homologues, telles que les cellules de la 
lignee Vero, MDCK, ST, BHK, macrophages primaires ou 

10 lignees, cellules primaires ou de lignee d'origine 
pulmonaire ou embryonnaire* Le virus peut etre utilise pour 
la preparation d'antigenes- 

Le precede de production industrielle du virus A, 
decrit dans la demande de brevet f ranqiais precitee avait, 

15 de fagon remarquable, produit simultanement le virus B. 

Le virus, ou le melange de virus, recolte peut etre 
utilise pour la preparation d'antigenes. A cette fin, il 
est/ de preference, convenablement purifie selon des 
procedures usuelles, par exemple I'ultra-centrifugation ou 

20 la chromatographie. II peut egalement etre concentre par 
les techniques usuelles. 

Selon 1* utilisation envisagee, les preparations 
d'antigenes selon 1 ' invention peuvent etre const ituees de 
particules virales vivantes , attenuees ou non , de 

25 particules inactivees, d'antigenes de sous-unites ou encore 
d'antigenes obtenus par recombinaison genetique a partir de 
genes du ou des virus isoles, inseres pour etre exprimes 
dans le genome d'hotes recombinants procaryotes ou 
eucary otes . 

30 L' invention a egalement pour objet les vaccins realises 

a partir d'au moins un des antigenes precites, contenant 
une quantite vaccinante efficace d'antigenes, dans des 
vehicules convenables, 

De preference, les vaccins selon 1' invention comportent 

35 les antigenes du virus A, en association avec des antigenes 
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de virus B, et eventual lement d'autres antigenes infectieux 
pour 1 ' immunisation du pore ou d'autres especes animales. 

Ces vaccins peuvent etre prevus pour etre administres 
aux pores mais egalement a d'autres animaux qui pourraient 
5 s'averer sensibles a ce virus. 

Un vaccin attenue peut etre prepare par passages du 
virus sur culture cellulaire. 

La quantite de chague virus par dose vaccinale est de 
preference comprise entre 10^ et 10® DICC^q par dose. 

10 Le vaccin attenue vivant peut etre presente sous forme 

liquide ou lyophilisee en presence de stabilisateurs de 
formulations tres variees, pouyant inclure des sucres, des 
proteines et des tampons, Le vaccin peut etre adjuve a 
I'aide d"adjuvants mineraux ou organiques. 

15 Le vaccin vivant peut etre administre a des animaux 

pour les proteger des le debut de la periode 
d'engraissement ou avant 1 • insemination artificielle ou la 
saillie, ou au cours de la gestation, en une et de 
preference en deux injections a trois ou cjuatre semaines 

20 d'intervalle. 

Un vaccin inactive peut etre prepare a partir de 
suspensions virales obtenues par passages sur des systemes 
cellulaires homologues (porcin) ou heterologues, puis 
inactivation par des agents inactivants chimiques usuels 

25 tels que la Beta-propiolactone, des enzymes ou des solvants 
organiques ou des detergents. L' inactivation peut egalement 
etre obtenue par action physique tels que rayonnement 
ultra-violet, irradiations gamma ou rayons X. L' agent 
inactivant peut etre neutralist si necessaire. 

30 Le vaccin inactive contient de preference au moins 

1' equivalent de 10^ DICC5Q de chaque virus par dose 
vaccinale, concentration determinee avant inactivation. 

Le vaccin inactive peut etre administre aux animaux 
pour les proteger des le debut de la periode 

35 d'engraissement, ou avant 1 " insemination artificielle ou la 
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saillie, ou en cours de gestation, en une et de preference 
deux injections a trois ou quatre semaines d' intervalle* On 
prefere que le vaccin contienne un adjuvant d'origine 
minerale ou organique. 
5 Un vaccin recombinant peut etre obtenu, par exemple, 

par insertion de la sequence codant pour I'antigene 
recherche du virus dans le genome de I'hote, L'hote peut 
etre un virus, notamment pour la realisation d'un vaccin 
' vivant. 

10 Get hote peut egalement etre un systeme bacterien^ de 

levure, ou d'autres cellules eucaryotes. Dans ce cas, 
I'hote est de preference utilise pour la .production 
d'antigenes qui sont ensuite purifies et conditionnes pour 
faire le vaccin. 

15 Le vaccin peut etre presente sous forme monovalente ou 

associe a d'autres agents viraux ou bacteriens responsables 
de maladies chez le pore. 

L' invention a egalement pour objet des preparations 
d'antigenes a fin de diagnostic, caracterisees en ce 

20 qu'elles comportent des antigenes de virus A ou un melange 
d'antigenes de virus A et B. Ces preparations d'antigenes a 
fin de diagnostic sont realisees de fagon usuelle et 
comprennent les moyens usuels permettant 1 ' identification 
et eventuellement la quantification des reactions 

25 serologiques positives. 

L' invention a egalement pour objet les preparations 
d'anticorps centre ces antigenes, utilisables pour le 
diagnostic de la maladie. 

D'autres avantages et caracteristiques de 1' invention 

30 apparaltront a la lecture de la description suivante, faite 
a titre d' exemple non limitatif. 



Exemple 1 : Isolement du virus P129^294B. 
Des prelevements de poumon ont ete realises sur une 
35 truie provenant d'un elevage de pores d'Allemagne et 
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identifiee sous le n** 294. 

a) Methode : 

Broyats d'organes : chaque prelevement est broye 
individuellement dans milieu MEM + antibiotiques. 
5 Dilution : poids organe par volume d' environ 1 pour 10. 

Centrifugation clarif iante pour recuperation du liquide 
sumageant (LS) • 

Filtration a 0,22 )Li, 

b) Essais sur cultures cellulaires : 

10 Premiers passages : le LS est inocule sur couche 

cellulaire etablie de macrophages de poumon de pore SPF. 
Trois jours apres inoculation, il a ete observe un effet 
cytopathique se manifestant par une modification 
morphologique des macrophages , a dif f erents . stades 

15 d' evolution. Get effet cytopathique est maximal le 
cinquieme jour. 

Examen en microscopie electronique : methode sur coupes 
de macrophages infectes et sains. Les macrophages infectes 
presentent un aspect total ement different des macrophages 

20 sains. On note ^ l'int6rieur des cellules infectees des 
vacuoles contenant des particules d' environ 50 nm. 

Exemple 2 : Isolement du virus P120-117B des organes 
d'un porcelet preleve le 13 fevrier 1991. 
25 a) Methode : 

Broyats d' organes : 1' organe est broye dans du milieu 
MEM plus antibiotiques. 

Dilution : poids de 1' organe par volume d' environ 1 
pour 10. 

30 Centrifugation clarif iante pour recuperation du liquide 

surnageant (LS) . 

Filtration a 0,22 /x. 

b) Essais sur cultures cellulaires : 

Premiers passages : le LS est inocule sur couche 
35 cellulaire etablie de macrophages de poumon de pore SPF. 
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Trois jours apres inoculation, il a ete observe un effet 
cytopathique se manifestant par une modification 
morphologique des macrophages/ a differents stades 
d' evolution. Cet effet cytopathique est maximal le 
5 cinquieme jour. 

Exemple 3 : Etude serologique. 

Les antigenes constitues par les preparations virales 
P129/294 B et P120/177 B, ainsi que par deux autres souches 
10 virales P 206 et P 208 ont ete testes vis-a-vis : 

- d'un serum de reference usuel, dit de Ploufragan ; 

- de sertims de truies ayant servi a la reproduction 
experimentale de la maladie (prelevement 21 jours 
apres inoculation et apres la mise-bas de truies) ; 

15 - des serums de porcelets inocules experimentalement 

par voie intranasale. 
Ce bilan serologique par reaction d' immunofluorescence 
indirecte est le suivant : 

20 P129/294 B P120/117 B P206 ou P 208 



25 Serums 

Ploufragan 



30 



Serums truies 



Serums porcelets 



35 Exemple 4 : Etude du pouvoir pathogene compare des deux 

virus : P129-294 et P129-294B. 

a) La souche virale P129-294 : 1' agent viral isole sur 
oeufs a ete inocule sous forme d'une suspension virale de 
liquide allantoidien du troisieme passage^ a 2 pores SPF, 

40 par voie intraveineuse , sous un volume de 1 cm^. 2 autres 
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pores SPF ont ete inocules egalement par voie intraveineuse 
avec du virus Newcastle, souche Texas. 2 pores ont ete 
conserves coiimie temoins et inocules avec du liquide 
allantoidien non dilue. Les animaux etaient stabules dans 
5 des boxes differents. lis ont ete observes durant 14 jours 
avec prise de temperature quotidienne et pesee aux jours 0 
et 7. Des prelevements de sang ont ete realises aux jours 0 
etl4. 

Les 2 pores inocules avec 1' agent hemagglutinant ont 

10 presente une hyperthermie comprise entre 3S''5 et 40'C entre 
le jour 1 apres inoculation et le jour 7, alors que les 4 
autres pores n^ont jamais presente cette elevation de 
temperature. II a ete note, au jour 2, des traces de 
vomissement dans le box des 2 pores inocules avec 1' agent 

15 hemagglutinant. D' autre part, une inappetence de quelques 
jours a ete observee chez ces 2 animaux, ce qui s'est 
traduit par une evolution ponderale tres nettement 
def avorable pour ces 2 animaux par rapport a ceux inocules 
soit avec liquide allantoidien temoin, soit avec du virus 

20 de Newcastle, Le graphique ci-apres illustre cette 
difference de croissance. A I'autopsie, I'un des 2 pores 
inocules avec 1' agent hemagglutinant presentait des lesions 
peu marquees de pneumonie. 

b) La souche virale P129-294B a ete inoculee a 2 

25 truies, par voie nasale, avec 10^'^ doses infectieuses de 
I'isolat aux 58eme et 66eme jours de la gestation. Les 
truies n'ont presente aucun signe clinique de maladie apres 
inoculation. Au jour 110 de la gestation, la truie n*25 a 
mis bas de 2 porcelets morts-nes et de 8 porcelets vivants. 

30 Les vivants avaient un aspect chetif et etaient incapables 
de marcher. Leur comportement ressemblait exactement a 
celui observe chez des porcelets dans les elevages 
infectes. 3 porcelets sont morts le jour de la mise bas, 2 
a 24 heures, 3 a 72 heures et, enfin, 1 porcelet a ete 

35 trouve mort a 72 heures apres mise bas tardive. A ce jour. 
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la deuxieme truie, en gestation plus precoce, a presente 
fievre et anorexie au jour 106 de gestation. A 112 jours 
de gestation, elle a mis bas 5 porcelets morts-nes et un 
porcelet vivant tres chetif, 

5 

Conclusion : Le virus P129-294 est responsable de 
signes cliniques sur des porcelets, apparaissant sous forme 
d • hyperthermie et d' anorexie, alors que le virus P12 9-29 4B 
est responsable de troubles de la reproduction. Get 
10 ensemble clinique reproduit les observations faites dans 
les elevages infectes. Enfin, ces deux virus ont ete isoles 
du meme organe, le pouiaon, d'une meme truie. 

Exemple 5 : Etude du pouvoir pathogene du virus 
15 120/117 B. 

Une inoculation experimentale realisee sur des 
porcelets d*un poids de 20 kg environ^ a I'aide de la 
soucheP12 0/117 B, administree par voie intranasals avec un 
inoculum titrant 10^'^ DICC^Q/ml entraine une fievre et une 
20 inappetence pendant quelques jours. 

Exemple 6 : Suivi serologique. Presence d'anticotps 
centre la souche P129-294. 

238 serums provenant d' elevages infectes ont ete 
25 examines pour la presence d'anticorps vis-a-vis de la 
souche P129^294. 

Dans ces elevages, des signes manifestes de maladie 
mysterieuse du pore ont ete observes (avortements, 
problemes respiratoires) . La methode serologique est un 
30 test Elisa indirect ; I'antigene utilise est un antigene 
obtenu sur oeufs apres ultracentrifugation. Les serums a 
tester sont traites au prelable a I'aide d'un antigene oeuf 
negatif ayant subi le meme traitement 

d' ultracentrifugation. Les 238 serums provenant d' elevages 
35 infectes d'Allemagne, de Belgique ou de Hollande, 
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presentent des anticorps tres positifs pour 43 % d'entre 
eux, faiblement positifs pour 37 % et negatifs pour 2 0 %. 

Conclusion : Dans les cas clinigues de maladie 
5 mysterieuse, on observe une serologie positive contre la 
souche P129-294 dans 80 % des cas. II faut remarquer que 
des serums provenant d'elevages non suspects, sont 
negatifs, ou que la frequence de positivite est 
signiJEic^iveiiien^ inferieure a celle observee dans les 
10 elevages cliniqueinent~^a1:^boints.._____^^^^^ 

Ces resultats montrent 1 ' importance OH T=*=anfection a 
Myxovirus dans le syndrome maladie mysterieuse. 

Exemple 7 : Preparation de vaccin vivant. 

15 Les virus P129-294 et P120-117B ou P129-294B sont 

multiplies par passages sur un ou des systemes cellules 
adaptes. La recolte est traitee suivant le vaccin qui est ^ 
produit : vaccin lyophilise pour reprice en'^^solvant^i^^ 
en solvant huileux" ou en d'autres vaccins. II peut aussi 

20 etre presente en vaccin liquide en solvant aqueux, huileux 
ou autre vaccin. 

Example 8 : Preparation de vaccin inactive. 

Les virus P129-294 et P120-117B ou P129-294B sont 
25 multiplies sur cellules BHK, Vero, macrophages, ou cellules 
de lignee porcine, et inactives par la Beta-propiolactone, 
ethylene-imine, puis adjuves avec un adjuvant acjueux ou 
huileux. 

30 Les souches virales P120-117B et P129-294B ont ete 

deposees aupres de la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes (CNCM) : ' 

P120-117B deposee sous le n' 1-1163 
P129-294B deposee sous le n" I-1164. 
35 Le virus P120-117B apparait comme un togavirus. 
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REVENDICATIONS 
!• Procede d'isolement de virus (B) ou de melange de 
virus CA^B) de la Mystery Disease, compoirtant le 
prelevement d'organes ou de sang de pores malades ou 
5 infectes et des passages du surnageant de broyage ou de 
constituants du sang sur des cellules sensibles 
heterologues ou horaologues, puis la recolte du surnageant • 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que les passages sont effectues sur cellules de la lignee 
10 Vero/MDCK, ST, BHK. - — — 

^S^Procede de production industrielle de virus (B) ou 
de melange de virus (A,B) de la Mystery Disease, dans 
lequel on cultive le virus sur des cellules sensibles 
homologues, notamment macrophages de poumon de pore ou 
15 peritoneaiix, des cellules primaires de pores, des cellules 
de lignee porcine, ou heterologues, notamment des cellules 
de la lignee Vero, MDCK, ST, BHK, et I'on recolte le 

dernier ' suriiageattt^. . 

4. Preparation dVantigenes viraux purifies de virus (A) 
20 et de virus (B) de la Mystery Disease, comprenant des 
particules virales vivantes, attenuees ou non, ou des 
particules inactivees ou des antigenes de s ous -unites ou 
des antigenes exprimes par recombinaison genetique a partir 
de genes du virus isole. 
25 5. Preparation d' antigenes contenant des antigenes d'au 

moins une des souches virales : P 129-294 deposee a la CNCM 
sous le n' 1-1153, P129-294B et P120^117B. 

6. Vaccin centre la Mystery Disease, caracterise en ce 
qu'il contient, dans un vehicule approprie, une quantite 

30 vaccinante d'un antigene selon I'une des revendications 4 
et 5. 

7, Vaccin attenue selon la' revendication 6, caracterise 
en ce qu ' il est prepare par passages du virus sur culture 
cellulaire. 

35 8. Vaccin attenue selon la revendication 7, caracterise 
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en ce que la quantite des virus respectif s par dose 
vaccinale est comprise entre 10*^ et 10® DICC^q. 

9, Vaccin inactive selon la revendication 6, 
caracterise en ce que le surnageant de culture est inactive 
5 par un agent inactivant chimique ou physique. 

10 • Vaccin inactive selon la revendication 9, 
caracterise en ce qu'il contient au moins 1' equivalent de 
10^ DICCgQ des virus respectif s par dose vaccinale. 

11. Preparation a usage de diagnostic de la maladie 
10 dite de la Mystery Disease, caracterisee en ce qu'elle 
comporte des antigenes selon I'une des revendications 4 et 
5 ou des anticorps contre ces antigenes. 

15 



20 



25 



30 



35 
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